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摘要 : 【目的 ] R& Bombyx mori 起 原 基 在 生长 分 化 过 程 中 伴随 着 造血 器 官 和 起 过 等 组 织 的 消失 。 
本 研究 旨 在 分 析 家 乔 翅 原 基 生长 分 化 过 程 中 是 否 存 在 细胞 凋 亡 和 细胞 自 噬 。【 方 法 】 制 作 贤 期 0 d 
翅 原 基石 蜡 切 片 , 利 用 TUNEL 法 检测 细胞 凋 亡 情况 ;提取 5 龄 第 3 天 、5 龄 第 6 RKR ERAIKI 
肾 期 \ 肾 期 0 d 及 肾 期 第 3 天 的 起 原 基 总 RNA, 反 转录 成 cDNA ,利用 定量 PCR ANA TA h 
关 基 因 的 表达 水 平 ; 检 测 了 细胞 凋 记 相关 的 Caspase 3 和 细胞 自 噬 相关 的 酸性 磷酸 酶 活性 。[【 结 
果 】TUNEL 米色 发 现 肾 期 0 d 的 起 原 基 出 现 部 分 细胞 凋 亡 现象 ;细胞 凋 亡 相关 基因 Caspase 3 Fe Ne 
主要 在 5 龄 幼虫 期 有 高 水 平 表 达 , MACH HAT MP 主要 在 幼虫 末期 有 较 高 水 平 的 表达 ; 
Caspase 3 酶 活性 在 上 狭 第 1 天 出 现 峰 值 ;细胞 自 噬 相关 基因 Atg5, Atg6, Atg8 和 Atg12 主要 在 幼 忠 
末期 有 较 高 水 平 的 表达 ;酸性 磷酸 酶 活性 也 主要 在 幼虫 末期 较 高 。【 结论 ] 在 幼虫 期 可 能 存在 细胞 
凋 亡 ,抑制 了 起 原 基 细胞 的 增殖 ,进而 阻止 了 起 原 基 的 生长 分 化 ;在 幼虫 末期 可 能 同时 存在 细胞 凋 
亡 和 自 噬 ,促进 翅 吉 等 的 退化 ,同时 阻止 了 翅 原 基 细 胞 的 增殖 ,推动 了 起 原 基 向 肾 翅 的 发 育 。 
关键 词 : RE; 翅 原 基 ; AL; Ame; Caspase 3; 酸性 磷酸 酶 
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Analysis of apoptosis and autophagy in wing discs of the silkworm, 


Bombyx mori 

LIU Xue-Shu, HU Qi-Hao, ZHENG Si-Chun, FENG Qi-Li, DENG Hui-Min” ( Guangzhou Key 
Laboratory of Development Regulation and Application Research of Insects, School of Life Sciences, 
South China Normal University, Guangzhou 510631, China) 

Abstract; [ Aim] The process of the growth and differentiation of wing discs of the silkworm, Bombyx 
mori is accompanied with the disappearance of such tissues as hematopoietic organs and wing bursa. The 
study aims to analyze whether apoptosis and autophagy occur during the growth and differentiation of wing 
discs in the silkworm. [Methods] Apoptosis in wing discs of B. mori at the pupal stage was analyzed by 
TUNEL. The total RNA of wing discs at day-3 and day-6 5th instar larval stage, day-1 wandering stage , 
pre-pupal stage, and day-0 and day-3 pupal stage were extracted and then reversely transcribed into 
cDNA. The expression patterns of apoptosis and autophagy related genes were detected by qRT-PCR. The 
activities of Caspase 3 and acid phosphatase were analyzed. [ Results] It was observed that apoptosis 
occurs in the partial wing discs cells at day-O pupal stage. The apoptosis related genes Caspase 3 and Ne 
had higher expression levels during the Sth instar larval stage, while JAP had higher expression level at 
the late larval stage than at the pupal stage. The activity of Caspase 3 reached the peak at day-l 
wandering stage. The autophagy related genes Aig5 , Atg6, Atg8 and Aig12 had higher expression levels 
during the late larval stage. The acid phosphatase activity was higher during the late larval stage. 


{ Conclusion] Apoptosis might occur during the larval stage to inhibit the cell proliferation of wing discs 
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and to prevent wing discs from growth and differentiation. Apoptosis and autophagy might occur at the late 


larval stage to promote the degeneration of wing bursa, to inhibit the cell proliferation of wing discs, and 


to push forward the development of pupal wing from wing discs. 


Key words: Bombyx mori; wing disc; apoptosis; autophagy; Caspase 3; acid phosphatase 


对 程序 性 细胞 死亡 的 研究 是 当今 生物 学 研究 领 
域 的 热点 之 一 ,关于 程序 性 细胞 死亡 的 研究 对 于 人 
类 衰老 与 疾病 的 认识 和 治疗 具有 重要 意义 。 与 体型 
较 大 的 动物 相 比 ,昆虫 具有 体型 小 .养殖 成 本 低 、 易 
音 养 和 生长 周期 短 等 特点 ,是 研究 程序 性 细胞 死亡 
的 理想 模型 之 一 。 全 变态 昆虫 一 生 经 历 卵 幼虫 、 肾 
及 成 虫 4 个 阶段 。 在 昆虫 的 变态 发 育 过 程 中 ,已 发 
现在 中 肠 脂肪 体 和 神经 细胞 等 组 织 中 发 生 大 量 的 
细胞 凋 亡 和 细胞 自 鸣 现象 ( Wu et al., 2006; Weaver 
and Krasnow, 2008) 。 

“FIDE A PR AY) AR A AR E A k fi HEE ( cysteinyl 























晴 及 师 到 成 虫 的 变态 发 育 过 程 中 , 其 翅 原 基 由 小 到 
大 ,逐渐 生长 分 化 为 成 型 的 翅 。 家 和 蛋 翅 原 基 幼 虫 期 
生长 分 化 缓慢 ,变态 化 师 时 翅 原 基 出 现 快速 生长 
( 周 庆 祥 等 , 2004) 。 在 化 晴 之 前 ,造血 器 官 消失 , 随 
后 翅 原 基 外 翻 完成 ,进入 晴 期 ,形成 晴 翅 , 晴 翅 表皮 
下 面 是 将 来 发 育 为 成 虫 翅 的 翅 芽 〈Kango-Singh et 
al., 2001) 。 家 看 怒 原 基 在 生长 分 化 过 程 中 伴随 着 
造血 涡 官 和 妇 吉 等 组 织 的 消失 ,暗示 该 过 程 可 能 发 
生 细胞 凋 亡 或 自 噬 , 但 是 目前 关于 翅 原 基 发 育 过 程 
中 细胞 凋 亡 和 自 噬 的 研究 很 少 。 

本 研究 检测 了 不 同 发 育 时 期 家 午 翅 原 基 细胞 凋 

































































aspartate specific proteinase, Caspase ) 家 族 在 凋 亡 通 
路 中 居中 心地 位 ,参与 凋 亡 最 终 途 径 的 执行 。 
Caspase 家 族 成 员 在 蛋白 序列 上 均 具 有 高 度 保守 的 
QACXG(X 可 能 为 R, Q 或 G)5 肽 序列 ,通常 以 无 
活性 的 酶 原形 式 存在 ,在 其 氨基 端 部 分 序列 被 水 解 
后 产生 活性 ,活化 的 Caspase 产生 级 联 效 应 ,可 水 解 
底 物 ,其 序列 中 的 半 胱 氨 酸 作为 裂解 底 物 的 亲 核 基 
团 , 特 异性 地 催化 天 冬 氮 酸 羧基 端的 肽 键 断 裂 。 
Caspases 大 多 数 是 凋 亡 的 启动 子 或 效应 子 , 在 细胞 
凋 亡 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 (Stepien et al., 2007) 。 
其 中 Caspase 3 起 至 关 重 要 的 作用 ,被 认为 是 凋 亡 发 
生 的 分 子 标记 (Joseph and Levine, 2004)。 人 研究 发 
H, ERa Drosophila melanogaster P ii KR 
体 EeRZUSP ,通过 诱导 BR-C (broad complex ) , E74 
(ecdysone-induced gene 74) , E75 ( ecdysone-induced 
gene 75 ) 与 E93 ( ecdysone-induced gene 93 ) 等 转录 
因子 和 Reaper 等 凋 亡 诱导 因子 的 表达 ,促进 细胞 凋 
Èo MA A RJE RIEF , Ags 基因 的 产物 发 挥 了 
重要 的 作用 , Atg5 ( Yousefi et al., 2006) 和 Atg6 
(Takacs-Vellai et al., 2005) 更 被 认为 是 自 喉 诱导 凋 
亡 的 分 子 开 关 。 此 外 ,对 家 盔 变 态 发 育 期 中 肠 细胞 
死亡 的 研究 表明 ,细胞 自 哈 先 于 凋 亡 (Franzetti et 
al., 2012 ) 。 在 果 晶 Drosophila 中 ,htgl 的 过 量 表达 
可 诱导 脂肪 体 细胞 发 生 高 水 平 的 自 哈 , 尔 后 才 出 现 
细胞 凋 亡 现象 ,暗示 由 higl 介 导 的 高 水 平 自 噬 可 诱 
PAM Hd T= (Scott et al., 2007). PAK, dad A A 
存在 着 交叉 关系 。 

家 盔 是 一 种 典型 的 鳞 远 目 模式 昆虫 ,从 幼虫 化 
























































亡 和 自 吗 相 关 基 因 的 表达 情况 ,并 检测 了 Caspase 3 
和 酸性 磷酸 酶 的 活性 ,得 出 了 家 看 翅 原 基 在 幼虫 初 
期 发 育 缓慢 可 能 与 细胞 凋 亡 有 关 , 而 造血 器 管 及 起 
赛 等 组 织 的 消失 可 能 由 于 细胞 凋 亡 和 自 哈 的 共同 作 
用 而 发 生 这 一 结论 。 为 曾 明 家 乍 翅 原 基 在 幼虫 期 生 
长 分 化 缓慢 ,在 晴 期 迅速 生长 分 化 的 机 制 提供 了 科 
学 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 昆虫 
本 实验 选用 家 和 蛋 PSO 品系 作为 实验 材料 。 家 看 
盔 卵 由 广东 省 农业 科学 院 看 业 与 农产品 加 工人 研究 所 
Heth, AE ON CEE 26 + 1°C 、 相 对 湿度 80% 条 件 下 
催 青 ,幼虫 在 温度 26 + 1°C 、 相 对 湿度 65%~75% 、 光 
周期 12L: 12D 的 培养 箱 中 用 桑 叶 饲育 。 
1.2 激素 处 理 

对 5 龄 第 3 天 的 家 看 注射 赔 皮 激素 活性 物质 20- 
羟基 蚁 皮 酮 (20E ) ,注射 剂量 为 每 头 幼虫 2 pg, 对 照 
组 注射 0. 1% EY) — FA SE W Gh ( dimethyl sulphoxide, 
DMSO) ,注射 后 1, 2,4, 8, 16 #132 bh 后 于 低温 下 
分 别 选取 却 原 基 组 织 (不 包含 造血 器 官 ) ,每 个 样品 
为 20 KAR AE AY ASE, 置 于 液 氮 快速 冷冻 后 放 于 
-80C 冰箱 备用 。 每 个 样品 3 批 重复 。 
1.3 家蚕 翅 原 基 cDNA 的 制备 

TE PBS 缓冲 液 中 分 离 5 龄 第 3 KAS 龄 第 6 天 、 
上 簇 第 1 天 、 预 肾 期 \ 肾 期 0 d 及 晴 期 第 3 天 家 看 幼 
虫 的 却 原 基 或 晴 翅 及 20E 处 理 后 的 家 看 翅 原 基 ,用 








































































































12 其 刘 学 术 等 : KAA EAN LEA RT 





1319 














TaKaRa 公司 (大 连 ) 的 TRI Isolate 总 RNA 抽 提 试剂 
盒 提 取 翅 原 基 或 晴 翅 总 RNA ,并 用 分 光 光 度 计 测定 
样品 浓度 。 用 M-MLV RTase cDNA Synthesis Kit 试 
剂 盒 将 所 提 的 总 RNA 反 转 录 成 cDNA。 
1.4 定量 PCR 

本 实验 所 用 引物 如 表 1 所 示 , 以 rp49 为 内 参 基 
o X MH TaKaRa 公司 的 SYBR PrimeScript 
Realtime-PCR 试剂 盒 在 7300 Real Time PCR {X 


表 1 


本 研究 实时 荧光 定 





(ABI, 美国 ) 上 进行 PCR 反应 。 反 应 体系 20 pL: 
cDNA 模板 1 pL, 上 、 下 游 引物 各 0.4 kL,50 x ROX 
Reference Dye 0.4 uL, 2 xSYBR Premix Ex Taq™10 
wl, th ddH,O 至 20 wh, PCR 反应 程序 :95% 5 s, 
60% 10 s,72% 10 s, 共 40 个 循环 。 每 个 cDNA FF 
品 重复 3 次 检测 , 共 分 析 3 批 样品 9 个 数据 。 数 据 
用 OpticonMonitor 3 软件 做 分 析 处 理 ,并 根据 2 ” 
法 确定 目标 基因 的 相对 表达 倍数 绘制 图 表 。 























量 PCR 所 用 引物 序列 


Table 1 Sequences of primers used in qRT-PCR in this study 


下 游 引 物 序列 (5 - 3") 


Reverse primer sequence 





基因 名 称 上 游 引 物 序 列 (5 -3') 
Gene name Forward primer sequence 
Caspase 3 GGCGATAGCGGCGAAGTA 
Caspase 4 CTGTTGAAAGCGTGTTTG’ 
IAP GGTGAAAGGACGTGACTACAT 
Ne GCAAGAGGAGCACAAGAAAG 
Atg5 CCTTGAAATGGCACTATCC 
Atg6 GTTATACGGTTCGGGTGG 
Atg8 AAGGCTAGGCTTGGAGAC 
Atg12 TGAGACGCAGAGCCAATC 
rp49 CAGGCGGTTCAAGGGTCAATAC 


15 REAREA YA AHE 

HMHO d 家 看 放 冰 上 冻 至 休克 ,分 离 家 看 起 
原 基 , 放 入 4% 多 聚 甲 醛 固 定 1h, 用 PBS 洗 3 次 ,每 
次 5 min。 然 后 分 别 用 50% , 70% , 85% , 95% 及 
100% 的 乙醇 脱水 ,每 次 1 h, FH 100% ZH RE 
明 。 将 上 述 处 理 的 翅 原 基 组 织 观察 样本 于 60C 石 
WFP PBS 2 h。 将 熔化 好 的 石蜡 与 组 织 放 进 包 埋 架 ， 
调整 好 位 置 , 待 石 螨 凝固 后 放 进 4% 冷却 。 取 出 量 
块 于 切片 机 进行 切片 。 
1.6 TUNEL 法 染色 

将 上 述 肾 期 0d 家 和 蛋 翅 原 基 切片 于 乙醇 和 二 甲 
茶 梯 度 浓度 下 脱 蜡 ,用 3% H,0,/ 甲 醇 避 光 室 温 封 
闭 30 min。 封 闭 结束 后 , 移 除 封 闭 液 ,按照 TUNEL 
试剂 盒 (Roche, 瑞士 ) 说 明 书 ,于 组 织 块 中 加 入 适量 
末端 脱氧 核 苷 酸 转移 酶 介 导 的 dUTP 缺口 末端 标记 
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 
labeling, TUNEL) 测 定 法 反应 液 ,对 照 组 加 入 适量 标 
WW, F 37°C 避 光 孵育 1 h。 随 后 于 实验 组 加 入 适 
tf Dnase I ,室温 孵育 10 min ,并 用 PBS 清洗。 加 入 
Converter-POD , 37°C J & 30 min; 加 入 DAB 反应 
液 室温 避 光 反应 3 min; PBS 清洗 后 ,于 显微镜 下 观 
察 染 色情 况 。 
1.7 Caspase 3 酶 活性 检测 

取 5 龄 第 3 天 .5 龄 第 6 KR ERRI R HM 












































ATGCGTTGGAAGGCGTAA 
AATTCGTATGTCGTAGCG 
CGCTCCTCGGAATAACATA 
CAAGGTCACGCACCAAATC 
TTTGTTTGGGCAATGAAG 
TGGAGTACGCATGTGGTG 
CAGATGTGGGTGGAATGA 
GAGCATTCCCTGTCG 
TACGGAATCCATTTGGGAGCAT 








期 \ 贤 期 0d 及 晴 期 第 3 天 家 看 这 原 基 组 织 约 50 
mg, F PBS 中 充分 研磨 , 冰 上 静 置 5 min JG, F 4 
F 12 000 r/min 离心 30 min, 取 上 清 用 于 酶 活性 测 
定 。 参 考 Caspase-Glo3/7 蛋白酶 活检 测试 剂 盒 
(Promega, 美国 ) 对 上 述 样品 的 Caspase 3 酶 活性 进 
行 测定 。 分 别 往 上 述 样品 中 加 入 Caspase-Glo3/7 2% 
冲 液 与 Caspase-Glo3/7 和 蛋白酶 底 物 ,混合 均匀 后 于 
室温 下 孵育 2 h。 用 酶 标 仪 于 405 nm 波长 下 检测 各 
样品 的 吸光 值 ,并 以 空白 对 照 孔 作为 对 照 ,计算 样品 
中 Caspase 3 和 蛋白酶 活性 。 
1.8 酸性 磷酸 酶 活性 检测 

根据 参考 酸性 磷酸 酶 检测 试剂 盒 ( 尊 云 天 ， 上 
海 ) 说 明 书 进行 。 利 用 组 织 裂 解 液 裂 解 取 5 龄 第 
3 天 5 龄 第 6 天 、 上 簇 第 1 天 、 预 肾 期 \ 肾 期 0d 及 
肾 期 第 3 天 家 看 翅 原 基 。 参 考 说 明 书 ,于 96 孔 板 设 
置 空白 对 照 孔 .标准 品 也 和 样品 孔 , 于 37C 孵 育 5 ~ 
10 min。 每 孔 加 入 160 pL 反应 终止 液 终止 反应 ,于 
405 nm 测定 吸光 度 。 根 据 酶 活性 定义 ,计算 出 样品 
中 的 酸性 磷酸 酶 活性 。 
1.9 数据 分 析 

用 Graphpad Prism 6 中 的 Two-way ANOVA 对 基 
因 相对 表达 量 和 酶 活性 数据 进行 差异 显著 性 分 析 。 
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2 结果 


2.1 起 原 基 细胞 凋 亡 检测 
SERRA 1 RAMH O d ,家 乍 翅 原 基 细胞 团 逐 
渐 展 开 ,逐渐 形成 成 型 的 是 翅 ,这 时 候 包 被 翅 芽 的 翅 


赛 逐 渐 消 失 。 为 检测 该 过 程 中 是 否 发 生 细 胞 凋 亡 ， 
我 们 利用 TUNEL 法 对 晴 期 0 d 的 翅 芽 进行 检测 。 
结果 显示 ,与 对 照 组 相 比 ,TUNEL 法 染色 后 的 翅 芽 
中 发 现 少 量 呈 褐色 的 凋 亡 细胞 (图 1) ,这 暗示 该 时 
期 翅 原 基 发 生 了 少量 的 细胞 凋 亡 。 





图 1 TUNEL 法 检测 晴 期 0 d 家 在 细胞 凋 亡 
Detection of apoptosis of Bombyx mori at day-0 pupal stage by TUNEL 
A: 阴性 对 照 组 (无 末端 转移 酶 的 标记 液 ) Negative control (lable solution without terminal deoxynucleotidyl transferase ); B; 实验 组 Experimental 
group. 箭头 所 指 为 凋 亡 细 胞 。Arrows show apoptotic cells. 


Fig. 1 





2.2 ” 翅 原 基 细 胞 凋 亡 相关 基因 的 检测 

为 进一步 研究 家 春 怒 原 基 细 胞 凋 亡 的 分 子 机 
制 ,我 们 检测 了 5 龄 第 3 天 、5 龄 第 6 天 、 上 簇 第 1 
天 、 预 肾 期 \ 肾 期 0 d 及 师 期 第 3 天 这 6 个 时 期 家 看 
翅 原 基 中 细胞 凋 亡 标记 分 子 Caspase 3 、 细 胞 凋 亡 蛋 
白 抑 制 因子 MP 和 凋 亡 相关 基因 Ne 的 表达 情况 。 
结果 显示 , 凋 亡 因子 Caspase 3 在 5 龄 第 3 天 的 表达 
水 平 较 高 ,之 后 其 表达 量 逐 步 下 降 ,到 晴 期 第 3 天 时 
其 表达 量 几 乎 检测 不 到 (图 2: A); 凋 亡 抑制 因子 
MP 在 5 龄 第 3 天 、 第 6 RE LAIR | 天 有 较 高 水 平 
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WRK, ATE LR 1 天 的 表达 量 最 高 ,在 预 晴 期 和 
肾 期 表达 水 平 下 降 ( 图 2: B) ;属于 Caspases 家 族 的 
Ne 在 5 龄 第 3 KS 龄 第 6 RAEI 1 天 有 和 较 高 
水 平 的 表达 ,在 预 肾 期 和 肾 期 的 表达 水 平 逐 步 下 降 
(图 2: C)。Caspase 3 是 细胞 凋 亡 的 执行 者 ;IAP 是 
细胞 凋 亡 和 量 白 的 抑制 因子 ;Ne 是 Caspases 家 族 成 员 
之 一 ,可 通过 裂解 AP 促进 细胞 凋 亡 的 发 生 。 结 合 
上 述 实 验 结果 ,我 们 推测 ,在 5 龄 幼虫 初期 ,Nc 可 能 
抑制 IAP 活性 ,使 得 Caspase 3 大 量 表 达 , 进 而 诱导 
细胞 凋 亡 的 发 生 ,抑制 翅 原 基 的 发 育 。 
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图 2 凋 亡 相关 基因 Caspase 3 (A) .MP(B) 及 Nce(C) 在 家 看 怒 原 基 发 育 过 程 中 的 表达 





Fig. 2 Expression pattern of apoptosis genes Caspase 3 (A), IAP (B) and Ne (C) in the wing disc of Bombyx mori at 


different developmental stages 
A: Caspase 3; B: IAP; C; Ne. L5D3; 5 龄 第 3 天 Day-3 Sth instar larva; L5D6: 5 龄 第 6 天 Day-6 Sth instar larva; W1: ESS 1 天 Day-l 
wandering stage; PP; f#ilj}] Prepupa; PO: 晴 期 0 d 0 day-old pupa; P3: SHAS 3 天 3 day-old pupa. 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05， 


Two-way ANOVA). Different letters above bars mean significant difference ( P <0.05, Two-way ANOVA). 





图 3 ~5 同 The same for Figs. 3 -5. 基因 


相对 表达 量 以 参 比 基因 rp49 的 表达 量 为 基础 。The relative expression level of genes was based on that of the reference gene rp49. 
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2.3 WR Caspase 3 活性 检测 

我 们 进一步 对 翅 原 基 中 Caspase 3 的 酶 活性 进 
行 了 检测 。 结 果 显 示 , 在 5 龄 第 3 天 .5 龄 第 6 天 和 
上 簇 第 1 天 ,Caspase 3 酶 活性 逐渐 增强 ,在 上 簇 第 1 
天 时 Caspase 3 酶 活性 达到 峰值 ;而 在 预 肾 、 肾 期 0 d 
及 肾 期 第 3 天 , Caspase 3 酶 活性 逐渐 降低 (图 3)。 
Caspase 3 mRNA 表达 的 峰值 出 现在 5 龄 第 3 天 (图 
2: A) ,随后 其 表达 水 平 逐 渐 下 降 , 但 是 Caspase 3 的 
酶 活性 从 5 龄 第 3 天 开始 逐渐 上 升 ,在 上 簇 第 1 天 时 
达到 峰值 。 该 结果 暗示 , Caspase 3 酶 活性 的 增加 有 
一 个 滞后 期 。 这 一 结果 与 家 看 中 上 肠 组 织 中 Caspase 3 
的 变化 一 致 (Franzetti et al., 2012)。 由 此 ,我 们 推 
W, 上 簇 第 1 天 的 翅 原 基 中 可 能 存在 较 高 程度 的 细胞 
凋 亡 ,与 翅 原 基 造血 器 官 和 翅 吉 退化 有 关 。 
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图 3 ”家 乍 翅 原 基 不同 发 育 时 期 中 Caspase 3 的 酶 活性 分 析 


Fig. 3 Analysis of Caspase 3 activity in the wing disc of 























Bombyx mori at different developmental stages 


2.4 起 原 基 自 噬 相关 基因 的 检测 

自 哈 是 细胞 程序 性 死亡 的 另 一 种 方式 。 在 分 子 
水 平 ,细胞 发 生 自 哈 时 , 自 哈 相关 基因 Ags 的 产物 
自 唆 蛋 白 发 挥 着 重要 作用 。 为 明确 翅 原 基 在 发 育 过 
程 中 是 否 发 生 了 细胞 自 唆 , 我 们 检测 了 细胞 自 噬 相 
关 基 因 Atg5 , Atg6, Atg8 和 Atg12 在 5 龄 第 3 天 、5 
龄 第 6 Ke, ERR 1 R MINH IMH d 及 肾 期 第 3 
天 这 6 个 时 期 翅 原 基 中 的 表达 情况 。 结 果 显 示 ， 
Atgs , Atg6 和 Atg12 在 幼虫 期 的 翅 原 基 中 表达 逐渐 
Fh tet, EER. 天 达到 高 峰 , 而 在 预 晴 期 和 师 期 的 
表达 量 明显 下 降 ;Atg8 在 5 龄 第 3 天 5 龄 第 6 天 、 
上 簇 第 1 天 、 预 晴 期 \ 肾 期 0 d 及 师 期 第 3 天 这 6 个 
时 期 均 有 较 高 水 平 的 表达 ,但 表达 量 没 有 明显 变化 
(图 4) 。 细 胞 自 只 相关 基因 4ig5, 4ig6 和 Aig12 在 幼 
虫 未 期 翅 原 基 中 的 高 水 平 表达 ,暗示 了 在 幼虫 末期 可 
能 存在 细胞 自 噬 。 此 时 存在 的 细胞 自 叭 可 能 与 翅 宫 
在 这 一 时 期 的 退化 有 关 ; 在 幼虫 向 晴 变 态 发 育 时 , 翅 

































































原 基 中 自 吹 基 因 的 表达 水 平均 下 降 , 暗 示 细 胞 自 鸣 减 
少 可 能 有 利于 翅 原 基 在 化 晴 时 的 重新 生长 和 分 化 。 
2.5 翅 原 基 酸 性 磷酸 酶 活性 检测 

细胞 酸性 磷酸 酶 活性 可 以 作为 一 个 指标 检测 细 
胞 自 鸣 发 生 的 情况 。 为 此 ,本 研究 对 翅 原 基 发 育 过 
程 中 在 5 龄 第 3 天 、5 龄 第 6 天 、 上 簇 第 1 R M 
期 \ 肾 期 0d 及 肾 期 第 3 天 这 6 个 时 期 翅 原 基 中 的 
酸性 磷酸 酶 活性 进行 了 分 析 。 结 果 表 明 , 从 35 龄 第 
3 天 开始 ,酸性 磷酸 酶 活性 逐渐 升 高 ,在 上 徐 第 1 天 
时 达到 峰值 ,之 后 到 肾 期 第 3 天 一 直 维 持 着 高 活性 
CALS) 。 这 一 结果 暗示 幼虫 未 期 翅 原 基 的 生长 分 化 
可 能 受到 细胞 自 噬 的 调控 。 
2.6 晓 皮 激素 对 杷 原 基 中 细胞 凋 亡 和 自 噬 相关 基 
因 表 达 的 影响 

有 研究 表明 ,在 果 蝇 和 家 午 等 全 变态 昆虫 的 唾 
液 腺 .脂肪 体 及 中 肠 等 组 织 中 ,细胞 凋 亡 和 自 噬 相关 
基因 的 表达 受到 20E 的 诱导 表达 (Rusten et al., 
2004; Bergmann, 2007; Berry and Baehrecke, 2007 ; 
Tian et al., 2012; 2013; Santhanam et al., 2014). 
为 了 进一步 研究 在 家 得 翅 原 基 发 育 过 程 中 ,细胞 凋 
亡 和 自 哈 相 关 基因 的 表达 是 否 受 20E 的 调控 ,本 研 
究 用 20E 对 5 龄 第 3 天 幼虫 期 家 看 (2 ug/ 头 ) 进行 
注射 ,然后 检查 翅 原 基 中 细胞 凋 亡 和 自 哈 相 关 基 因 
的 表达 情况 。 结 果 显 示 , 与 对 照 组 ( DMSO 处 理 ) 相 
比较 ,经 激素 处 理 后 的 翅 原 基 中 ,细胞 凋 亡 相 关 基 因 
Caspase 3, Ne 和 IAP 及 细胞 Ay et FA SE SE Atg6 , 
Atg8 和 htg12 的 表达 未 有 明显 的 变化 (图 6) 。 这 一 
结果 表明 ,细胞 凋 亡 和 自 唆 相关 基因 基本 未 对 20E 
产生 明显 的 响应 ,这 些 基 因 在 翅 原 基 组 织 中 的 表达 
可 能 并 不 直接 受 旷 皮 激 素 的 调控 。 

























































































翅 是 鳞 翅 目 昆 虫 迁 移 及 完成 生殖 所 需要 的 重要 
器 官 。 在 幼虫 时 期 , 翅 主 要 以 原 基 的 形式 存在 , 翅 原 
基 外 表 包 被 着 翅 宫 , 翅 芽 在 翅 宫 内 部 , 翅 原 基 的 内 侧 
紧密 粘 附 有 家 和 蛋 的 造血 器 官 。 在 化 晴 前 ,造血 器 官 
ASAE IB AGIA , 翅 芽 外 翻 形成 师 翅 ,进入 晴 期 。 师 
却 表 皮下 面 是 将 来 发 育 为 成 虫 翅 的 翅 芽 。 却 原 基 在 
幼虫 时 期 生长 缓慢 ,在 变态 化 师 时 迅速 生长 分 化 直 
IE aa ( Kango-Singh et al., 2001), 翅 原 基 在 
幼虫 发 育 时 期 为 何 生长 缓慢 ” 调控 计时 退化 消失 的 
机 理 义 是 怎样 的 呢 ? 本 研究 尝试 分 析 凋 亡 和 自 哈 相 
关 基 因 在 家 香 翅 原 基 中 的 表达 情况 及 与 细胞 凋 亡 和 
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图 4 AWARE hig5(A) ,Atg6(B) , hig8(C) 和 hig12(D) 在 家 看 翅 原 基 发 育 过 程 中 的 表达 
Fig. 4 Expression patterns of autophagy genes Atg5( A) ,Aig6(B) ,Atg8(C) and Atg12(D) in the wing disc of Bombyx mori 








at different developmental stages 
































A: Atg5; B: Atg6; C: Atg8; D: Atg12. 基因 相对 表达 量 以 参 比 基因 rp49 的 表达 量 为 基础 。The relative expression level of genes was based on that 








of the reference gene rp49. 
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图 5 ”家 看 不 同 发 育 时 期 翅 原 基 中 酸性 厘 酸 酶 活性 
Fig. 5 Acid phosphatase activity in the wing disc of 



































Bombyx mori at different developmental stages 
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FMA RE TE PE, AEREI — ERR EBA 
表明 ,以 细胞 生长 和 分 化 为 主 的 家 看 翅 原 基 组 织 中 
仍 有 细胞 凋 亡 和 细胞 自 哈 相关 基因 的 表达 。 在 幼虫 
期 可 能 存在 细胞 凋 亡 ,抑制 了 翅 原 基 细 胞 的 增殖 , 进 
而 阻止 了 翅 原 基 的 生长 分 化 ;在 幼虫 未 期 可 能 同时 
存在 细胞 凋 亡 和 自 噬 ,促进 翅 宫 等 的 退化 ,同时 阻止 


























了 翅 原 基 细 胞 的 增殖 ,推动 了 翅 原 基 向 师 翅 的 发 育 。 

Caspase 3 是 细胞 凋 亡 的 执行 因子 ,也 细胞 发 生 
凋 亡 的 重要 标记 和 蛋白。 本 研究 发 现 , Caspase 3 在 5 
龄 幼虫 期 的 翅 原 基 中 有 着 高 水 平 的 表达 , 而 在 幼虫 
末期 和 肾 期 其 表达 量 下 降 。 但 Caspase 3 的 酶 活性 
在 幼虫 未 期 最 高 ,这 暗示 Caspase 3 基因 表达 和 和 蛋白 
翻译 及 酶 活性 的 变化 并 不 在 同一 时 期 发 生 。IAP 是 
细胞 凋 亡 的 抑制 因子 ,可 降解 具有 活性 的 Caspase 3 
蛋白 ,抑制 细胞 凋 亡 的 发 生 , 而 Ne 是 果 蝇 中 dronc 
的 同 源 蛋 白 , 可 降解 IAP, 促 进 细胞 凋 亡 (Franzetti et 
al., 2012), 5 龄 第 3 RE LIRA 1 天 ,Caspase 3 
的 表达 量 逐 渐 下 降 , 但 TAP 和 Ne 的 表达 量 逐 渐 上 
Ft, H. Caspase 3 具有 较 高 的 酶 活性 。 由 此 我 们 推 
测 ,在 5 龄 幼虫 初期 , Ne 可 能 降解 部 分 IAP, 却 原 基 
局 部 发 生 细胞 凋 亡 ,该 时 期 翅 原 基 发 育 缓慢 ; 而 到 了 

LARA 1 天 时 , Caspase 3 酶 活性 迅速 上 升 ,可 能 

致 翅 吉 消失 和 翅 芽 外 翻 等 事件 的 发 生 。 

细胞 自 噬 也 是 细胞 程序 性 死亡 的 一 个 重要 机 
制 。 目 前 研究 发 现 ,在 酿酒 酵母 和 哺乳 动物 中 , 当 营 


























也 
































































































































124 刘 学 术 等 : Be AEE JEL AY V TEA AT 1323 
A B 
可 T 
g 04 = DMSO Caspase 3 = 001 3:DMSO 
W.E 0.3 mm 20E wa = me 20E 
区 g X % 0.010 
WE 02 RKE 
+> x a x 
ree K © 0.005 
= 00 = 0.000 
名 1h 2h 4h 8h 16h 24h 名 
20E 处 理 时 间 er 
Time post 20E treatment Time post 20E treatment 
C D 
£ 0.06 m DMSO IAP & 0.05 m DMSO Atg6 
= mm 20E = 004 mm 20E 
tHE 004 ig > 
we “2 0.03 
RKE R E, 
2% te g 002 
m © 0.02 mt 
Te 要 上 001 
a v 
=z 0.00 ©% 0.00 
m th 24h me 8h 16h 24h 
pares oes 
Time post 20E treatment Time post 20E treatment 
E F 
T T 
ES m DMSO Atg8 z 0020 Œ DMSO Atg12 
i E , mm 20E i z vöi = 20E 
x é ral f 
Ra $ =, 0.010 
RE 4 RE 
zg Œ e 0.005 
Z a 
© o0 & 0.000 
名 lh 2h 4h 8h 16h 24h £ lh 2h 4h 8h 16h 24h 
20E 处 理 时 间 20E 处 理 时 间 
Time post 20E treatment Time post 20E treatment 











图 6 20E 处 理 对 家 看 5 龄 第 RI RARAP A A EA 
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Fig. 6 Relative mRNA expression levels of apoptosis-related and auphage-related genes in response to 20E in the wing disc of 


day-3 Sth instar larvae of Bombyx mori 




















A: Caspase 3; B: Nc; C; JAP; D; Atg6; E: Ate8; F: Atg12. 


genes were based on that of the reference gene rp49. 


AEE HT, ANA BES 2A h (Franke et al., 2003; 
Sarbassov et al., 2005; Chang and Neufeld, 2009) ,而 
当 细胞 发 生 严重 的 饥饿 时 ,过 度 的 饥饿 信号 诱发 高 
JKF K E, 导致 细胞 发 生 不 可 逆 的 死亡 (Maiuri et 
al., 2007) 。 在 昆虫 中 也 发 现 细胞 自 哈 能 响应 营 

信号 (Hansen et al., 2004; Scott et al., 2004; 
2009) 。 此 外 ,研究 还 发 现 , 蚁 皮 激 素 
对 果 蝇 和 家 看 脂肪 体 和 中 上 肠 等 组 织 的 细胞 自 哈 发 生 
起 着 重要 调控 作用 ( Lee et al., 2002)。 因 此 ,细胞 
自 噬 的 发 生 是 响应 环境 胁迫 (如 饥 狐 ) 或 赔 皮 激素 
变化 的 一 种 机 制 。 我 们 发 现 细胞 自 噬 相 关 基 因 
Atg5 , Atg6, Aig8 及 Atg12 主要 在 幼虫 末期 即 上 禾 
第 1 天 翅 原 基 中 有 高 水 平 的 表达 。 而 20E 含量 在 
幼虫 上 簇 第 1 天 时 血 淋 巴 中 逐步 升 高 ,这 似乎 暗 
示 自 哈 相 关 基 因 的 表达 与 20EKk 有 关 。 但 20E 诱导 
实验 显示 ,20FE AR E A 5 2A He ed A HES 
WARA. GR BEAR Be HA , Bk Hie A Jk EP A fit 


基因 相对 




















Maestro et al., 




































































表达 量 以 参 比 基因 p49 的 表达 量 为 基础 。The relative expression levels of 


凋 亡 和 自 唉 相关 基因 的 表达 并 不 受到 20E 的 直接 
调控 ,细胞 凋 亡 和 自 喉 的 发 生 可 能 是 一 种 发 育 调 
控 的 事件 。 
程序 性 细胞 死亡 包括 细胞 凋 亡 和 细胞 自 哈 两 种 
形式 。 研 究 发 现 , 它 们 之 间 的 关系 呈现 出 复杂 性 和 
多 样 性 的 特点 。 目 前 认为 ,在 鳞 翅 目 当 中 自 噬 先 于 
凋 亡 (Liu et al., 2007; Franzetti et al., 2012)。 而 细 
fel Pe] E Ay Shi) tA S| ake A AA HE eT 
(Lockshin and Zakeri, 2004), Al, Ja To A MERS 
关系 呈现 出 复杂 性 和 多 样 性 的 特点 。 本 结果 显示 ， 
细胞 凋 亡 相关 的 Caspase 3 和 Ne, A 噬 相 关 的 Atgs ， 
Atg8 及 htg12 E ERRI 天 时 均 有 高 水 平 表 
ik, H. Caspase 3 lag aa a Te ane 较 高 
活性 ,这 暗示 细胞 凋 亡 和 自 噬 可 能 协同 参与 了 变态 
发 育 时 期 妈 宫 消失 和 翅 芽 外 推动 了 翅 原 












































AMARE o < E MTE EE EA A in] SH PS 
变 的 分 子 机 制 需 进一步 研究 。 
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